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1 Zusammenfassung 
Ziel der vorliegenden Studie war es, die Qualität von Frisch‐ und Kühlsamen beim  Isländer 
Hengst näher zu untersuchen. Für die Studie standen 7 Hengste im Alter von 3 bis 19 Jahren 
zur Verfügung. Von jedem Hengst wurden 6 Ejakulate gewonnen und darin Volumen, Dichte, 
Gesamtspermienzahl  sowie Spermienmotilität  (CASA) bestimmt. Die Ejakulate wurden  in 8 
gleiche  Fraktionen  aufgeteilt,  mit  vier  verschiedenen  Verdünnern,  INRA  82‐Eigelb,  INRA 
96TM,  GENTTM  sowie  Equi‐ProTM  versehen  und  anschliessend  jeweils  mit  und  ohne 
Zentrifugation  (10  min,  600xg)  während  24  Std.  im  EquitainerTM  gekühlt  und  während 
weiteren 24 Std. bei 4°C gelagert. Unmittelbar nach der Verdünnung sowie nach 24 und 48 
Std. Lagerung erfolgte die Bestimmung der Motilität  (CASA), Vitalität  (SYBR‐14/PI Färbung) 
und der HOS‐positiven Spermien. Die Ergebnisse zeigen, dass der Hengst einen signifikanten 
Einfluss auf alle Parameter  im Frischsamen hatte und die Durchschnittswerte für Volumen, 
Dichte, Gesamtspermienzahl und Spermienmotilität jeweils 43.4 ml, 193.0 Millionen/ml, 6.7 
Milliarden bzw. 73.5% betrugen. Im Kühlsamen konnte bei allen Parametern ein signifikanter 
(P<0.05)  Einfluss  von  Lagerungszeit  und  Verdünner  sowie  mit  Ausnahme  der  rapiden 
Motilität eine signifikante Interaktion von Verdünner und Zentrifugation festgestellt werden. 
Ausser  Equi‐ProTM  eigneten  sich  alle  getesteten  Verdünner  gut  für  die 
Kühlsamenkonservierung, wobei für eine Lagerungszeit von mehr als 24 Std. die Entfernung 
des Seminalplasmas von Vorteil war. 
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2 Summary 
Effect  of  extender  and  centrifugation  on  the  quality  of  cold‐stored  semen  in  Icelandic 
stallions 
The objective of this study was to evaluate the quality of fresh and cooled semen in Icelandic 
horses.  Experiments were  performed  using  7  Icelandic  stallions  aged  between  3  and  19 
years. From each stallion 6 ejaculates were collected and volume, concentration, total sperm 
count and sperm motility determined. Thereafter, the semen was split into 8 equal parts and 
processed with and without centrifugation (10 min, 600xg) using the extenders INRA 82‐egg 
yolk,  INRA 96TM, GENTTM as well as Equi‐ProTM, packaged and cooled  in an EquitainerTM for 
24 h and stored for another 24 h at 4 °C. Immediately after dilution as well as after 24 and 48 
h  storage,  sperm  motiliy  (CASA),  sperm  viability  (SYBR‐14/PI  staining)  and  HOS‐positive 
sperm were determined. The results show that the stallion had a significant influence on all 
parameters in fresh semen and mean values of 43.4 ml for the volume, 193.0 millions/ml for 
the concentration, 6.7 billions for total sperm and 73.5% for sperm motility were measured. 
In  the  cold‐stored  semen, all parameters were  significantly  (P <0.05)  influence by  storage 
time as well as extender and besides rapid motility also by the interaction between extender 
and  centrifugation.  Except  Equi‐ProTM,  all  examined  extenders  were  suitable  for  cooled 
semen preservation, but  for storage of more  than 24 h, centrifugation and removal of  the 
seminal plasma was an advantage. 
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3 Einleitung 
3.1 Das Islandpferd 
Das  Islandpferd stammt von skandinavischen Pferden ab, welche  in den  Jahren 874‐940 n. 
Chr.  von  norwegischen  Wikingern  nach  Island  gebracht  wurden  (Steinbjörnsson  und 
Kristjansson, 1999). Seitdem erfolgte die Zucht weitgehend ohne äussere Einflüsse und ab 
dem 17.3.1882 wurde der  Import von Vieh, namentlich Pferden, Rindern und Schafen per 
Gesetz  “Lög  um  bann  gegn  innflutningi  á  útlendu  kvikfje”  verboten.  Die  Reinzucht  über 
Jahrhunderte  und  die  rauen  klimatischen  Bedingungen  prägten  diese  robuste 
Kleinpferderasse mit einer Widerristhöhe von 132  5 cm und einem Körpergewicht von 365 
 20 kg (Isenbügel, 1966). Im Jahr 1904 wurde die erste isländische Pferdezuchtorganisation 
(Hugason, 1994) und 1969 die  „Föderation Europäischer  Islandpferde  Freunde“  (FEIF)  von 
Gunnar Bjarnason  (IS), Gunnar  Jonsson  (DK), Walter Feldmann  (DE)  sowie Max  Indermaur 
(CH) und Ewald Isenbügel (CH) als ersten Präsidenten, gegründet. Die Abkürzung FEIF wurde 
beibehalten,  und  heute  besteht  die  „International  Federation  of  Icelandic  Horse 
Associations“  aus  19  Mitgliedsländern  (Belgien,  Dänemark,  Deutschland,  Färöer  Inseln, 
Finnland,  Frankreich,  Grossbritannien,  Island,  Italien,  Kanada,  Luxemburg,  Neuseeland, 
Niederlande, Norwegen, Österreich, Slowenien, Schweden, Schweiz, USA). Weltweit gibt es 
mehr als 238`000  Islandpferde, davon werden 78‘000  in  Island und 65‘000  in Deutschland 
gehalten (FEFI, 2009). 
 
3.1.1 Gangarten 
Das Islandpferd verfügt, je nach Veranlagung, neben den bekannten drei Gangarten, Schritt, 
Trab und Galopp, über zwei weitere Gänge den Tölt und den Pass. Der Tölt (Abb. 1)  ist die 
Gangart, die das Islandpferd populär gemacht hat. Das Bild vom Islandpferd  ist unmittelbar 
verknüpft mit der Vorstellung vom flott vorwärts töltenden Pferd mit wehender Mähne. Tölt 
kann vom Arbeitstempo (Schritttempo) bis zum Renntempo (Galopptempo) geritten werden. 
Nicht  jeder  Tölter  beherrscht  den  ganzen  Geschwindigkeitsbereich  der  sich  aber  durch 
Training nach unten wie nach oben ausweiten lässt. 
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Abbildung  1:  Islandpferd  im  schnellen  Tölt  (Quelle:  Islandpferde‐Vereinigung  Schweiz, 
http://www.ipvch.ch). 
 
Der Tölt ist, wie der Schritt, ein reiner Viertakt mit acht Phasen. Der Unterschied zum Schritt 
liegt  im  Tempo.  Tölt  ist  eine  gelaufene Gangart  und  keine  schreitende. Dadurch wird  die 
Dreibeinstütze des Schrittes  im Tölt  zur Einbeinstütze. Der Tölt  ist  sehr bequem  zu  sitzen, 
weil  keine  Schwebephase  vorhanden  ist.  Es  gibt  keine  groben  Erschütterungen  für  den 
Reiter, da immer mindestens ein Bein am Boden bleibt. Beim reinen Viertakttölt ist lediglich 
eine leichte Rotationsbewegung im Sattel zu spüren. 
Der Pass  (Abb. 2)  ist beim  Islandpferd nur  im Renntempo gefragt. Er muss eine eindeutige 
Schwebephase  aufweisen,  d.h.  eine  Phase  in  der  kein  Bein  den  Boden  berührt.  Beim 
Rennpass handelt es sich um einen Viertakt mit acht Phasen, wobei das Pferd nahe an den 
Zweitakt  heran  kommt.  Acht  Phasen  entstehen  dadurch,  dass  die  Hinterbeine  beim 
Rennpass ganz kurz vor den Vorderbeinen aufsetzen. Die Beine der lateralen Zweibeinstütze 
werden also nicht genau gleichzeitig aufgesetzt.  In der Schrittfolge  sind  sich der Rennpass 
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und der Tölt sehr ähnlich, nur verschiebt sich der Takt im Rennpass mehr zum Zweitakt hin, 
die diagonale Zweibeinstütze fällt weg und wird durch die Schwebephase ersetzt. 
 
 
Abbildung  2:  Islandpferd  im  Rennpass  (Quelle:  Islandpferde‐Vereinigung  Schweiz, 
http://www.ipvch.ch). 
 
3.1.2 Haltung und Fruchtbarkeit 
In  Island werden die Pferde  in der Regel extensiv gehalten. Vereinzelt erfolgt die Haltung 
während des Trainings  im Winter  im Stall und sehr gefragte Hengste decken zu Beginn der 
Zuchtsaison an der Hand (Morel und Gunnarsson, 2000). Die Zuchtsaison dauert von Mai bis 
September und die meisten Stuten werden im Mai bis Juli gedeckt (Dyrmundsson, 1994). Die 
Fertilität bei Natursprung  in der Herde  ist sehr gut. Hugason et al. (1985) berichteten über 
eine  Abfohlrate  von  82.1%.  Ein wichtiger  Faktor  für  die  Fruchtbarkeit  ist  die  Grösse  der 
Herde  (Steinbjörnsson  und Kristjansson,  1999). Bei Herden mit nur  12  Stuten wurde  eine 
Abfohlrate  von  82%  erreicht,  während  bei  Herden  mit  16–20  Stuten  mit  76%  deutlich 
weniger Stuten abfohlten. Morel und Gunnarsson (2000) werteten die Fruchtbarkeit von 27 
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Hengsten, die  insgesamt 1590  Stuten belegt hatten  aus und berechneten eine  korrigierte 
Abfohlrate  von  67.7%.  Dabei  wiesen  die  Hengste  eine  grosse  Variabilität  von  41.4%  bis 
88.0% auf, wobei der Trainingszustand des Hengstes, die Zuchtmethode, das Alter der Stute 
und  die  Interaktion  von  Hengst  und  Reproduktionsstatus  der  Stute  signifikante 
Auswirkungen auf die Abfohlrate hatten. 
 
3.1.3 Künstliche Besamung 
Während  die  künstliche Besamung  (KB)  in  der Pferdezucht  bei  vielen Rassen mittlerweile 
breit angewendet wird, erfolgt die Belegung beim Islandpferd nach wie vor hauptsächlich im 
Natursprung in der Herde. Der Grund dafür liegt wohl in der Philosophie der Züchter, die ihre 
Pferde möglichst natürlich halten wollen. Ausserdem stellt die KB eine grosse Konkurrenz für 
den  Absatz  der  Hengste  im  Export  dar  und macht  zusätzliche  finanzielle  Aufwendungen 
nötig.  Über  den  Einsatz  der  KB  beim  Islandpferd  fehlen  entsprechende  Angaben  in  der 
Literatur. Eine Besamungsstation wurde zwar  in Holar eingerichtet hat  jedoch mittlerweile 
den Betrieb wieder eingestellt. Gemäss Angaben verschiedener  Islandpferdevereinigungen 
und von Züchtern wird die KB beim Isländer in Europa, Amerika und Canada nur in geringem 
Umfang  angewendet.  Dabei  wird  vor  allem  Frisch‐  oder  Kühlsamen  und  nur  selten 
Gefriersperma eingesetzt und über den Erfolg liegen keine verlässlichen Angaben vor. 
 
3.2 Konservierung von Hengstsamen 
Grundsätzlich  wird  Hengstsperma  als  Frisch‐,  Kühl‐  oder  als  Gefriersamen  für  die  KB 
verwendet (Samper, 2000). 
 
3.2.1 Frischsamen 
Im  unverdünnten  Ejakulat  können  die  Spermien  aufgrund  der  Ansammlung  toxischer 
Stoffwechsel‐  und Autolyseprodukte  nur  kurzfristig  überleben. Unverdünnter  Frischsamen 
muss daher unmittelbar nach der Samengewinnung auf die Stute übertragen werden (Katila, 
1997;  Samper, 2000). Bei  Stuten, die  zu Endometritis neigen wird der  Frischsamen  in der 
Regel  verdünnt,  bei  Zimmertemperatur  gelagert  und  innerhalb  von  6  Stunden  nach  der 
Gewinnung  übertragen.  Die  geringere  Spermienkonzentration  im  verdünnten  Samen 
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verursacht  eine  schwächere  Entzündungsreaktion  im  Uterus  als  hohe 
Spermienkonzentrationen (Kotilainen et al., 1994). 
 
3.2.2 Kühlsamen 
Für  die  Lagerung  muss  der  Samen  sofort  nach  der  Gewinnung  mit  einem  geeigneten 
Medium verdünnt und gekühlt werden. Samenverdünner müssen eine ähnliche Osmolarität 
wie  das  Ejakulat  aufweisen,  pH  neutral  und  gepuffert  sein,  Nährstoffe, 
membranstabilisierende  sowie  antibakterielle  Substanzen  enthalten  (Katila,  1997). 
Hengstsamen  hat  eine  Osmolarität  von  ungefähr  300  mOsm/L  und  die  Osmolarität  von 
bewährten  Verdünnern  liegt  zwischen  250‐350 mOsm/L.  Der  pH Wert  von  Hengstsamen 
beträgt  7.4‐7.6  und  ist  abhängig  von  der  Spermiendichte  und  vom  Anteil  an  alkalischem 
Sekret  der  akzessorischen Geschlechtsdrüsen. Die meisten Hengstsamenverdünner  haben 
einen  pH Wert  von  6.5‐7.0.  Zur  Neutralisierung  von  Stoffwechselprodukten werden  dem 
Verdünner wasserlösliche  Substanzen wie Natriumbikarbonat  (pH‐Optimum  6.8–7.2)  oder 
sogenannte  Zwitterionenpuffer  wie  HEPES  (Hydroxyethylpiperazin‐Ethansulfonsäure) 
zugesetzt.  Als Nährsubstrat  zur Gewinnung  von  ATP  enthalten  die  Verdünner  Zucker wie 
Glucose, Fructose, Lactose, Raffinose, Saccharose oder Pyruvat. Zum Schutz der Membranen 
vor Temperaturschwankungen werden dem Verdünner verschiedene Substanzen wie Eigelb, 
Milchbestandteile,  Serum Albumin, Polyvinylalkohol und  Liposomen beigegeben. Eigelb  ist 
wegen  der  membranprotektiven  Eigenschaften  von  Lecithin  (Quinn  et  al.,  1980)  und 
Lipoproteinen  (Watson,  1981)  ein wichtiger  Bestandteil  vieler  Samenverdünner  (Watson, 
1976; Holt, 2000). Lecithin  (Phosphatidylcholin)  lagert  sich aufgrund der negativen Ladung 
an die Zellmembranproteine an und stabilisiert diese bei Temperaturschwankungen (Amann 
und  Pickett,  1987).  Auch  Milch  enthält  Lipoproteine  und  Phospholipide,  welche  die 
Spermienmembranen  stabilisieren  und  zusätzlich  eine  Pufferkapazität  gegenüber 
Stoffwechselprodukten  aufweisen  (Pickett  und Amann,  1987).  Für  die  protektive Wirkung 
auf  die  Spermien  ist  der  Milchfettanteil  nicht  ausschlaggebend,  denn  mit  Magermilch 
verdünnter Samen weist  im Vergleich  zu Medien mit hohem Milchfettanteil, eine bessere 
Fruchtbarkeit  auf  (Householder  et  al.,  1981).  Heute  werden  weltweit 
Hengstsamenverdünner auf der Basis von Magermilch, wie der Kenney’s extender (Kenney, 
1975),  EZ MixinTM  (Animal Reproduction  Systems, Chino, CA, USA) oder  INRA  82  (Palmer, 
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1994), mit gutem Erfolg verwendet. Das Problem von Eigelb und Milchbestandteilen  ist die 
inkonstante  Zusammensetzung  der  Inhaltsstoffe.  Diese  Produkte  können  zudem  mit 
Mikroorganismen  verunreinigt  sein  sowie  hormonell  aktive  Steroide  und  toxische 
Substanzen enthalten. Batellier et al.  (1997)  identifizierten natives Phosphocaseinat und β‐
Laktoglobulin  als  protektive  und  α‐Laktalbumin  als  schädliche  Milchbestandteile  für  das 
Überleben von Hengstspermien. Aufgrund der Erkenntnisse, dass natives Phosphocaseinat 
unter aeroben Bedingungen bei 15°C  im Vergleich  zu Milchverdünnern bei 5°C die besten 
protektiven Eigenschaften aufwies, erfolgte die Entwicklung von INRA96 (IMV Technologies, 
Saint Ouen Sur  Iton, Frankreich), einem kommerziell erhältlichen Verdünner mit  chemisch 
definierter Zusammensetzung (Batellier et al., 1997, 1998; 2001). 
Einen wesentlichen Einfluss auf die Qualität und Fruchtbarkeit von gelagertem Samen hat 
der  Anteil  an  Seminalplasma.  Hohe  (>20%)  und  niedrige  (<5%)  Konzentrationen  an 
Seminalplasma beinträchtigen die Spermienmotilität, wenn der verdünnte Samen während 
längerer Zeit gekühlt aufbewahrt wird (Pickett et al., 1975a; Jasko et al., 1991a; Pruitt et al., 
1993).  Die  beste  Qualität  des  gelagerten  Samens  wird  bei  einem  Anteil  von  10% 
Seminalplasma  erreicht  (Pickett  et  al.,  1975a;  Palmer,  1984;  Jasko  et  al.,  1992).  Eine 
Reduktion des Anteils an Seminalplasma kann durch Verdünnung, Zentrifugation und durch 
fraktioniertes  Auffangen  des  Ejakulates  erreicht  werden.  Für  eine  optimale 
Aufrechterhaltung der Motilität muss der Samen jedoch mindestens in einem Verhältnis von 
1:2 auf eine Konzentration von 25 Millionen Spermien pro ml verdünnt werden  (Varner et 
al., 1987; Webb et al., 1993). 
Entscheidend  für  das Überleben  der  Samenzellen während  der  Lagerung  ist  die  Kühlung, 
damit der Spermienstoffwechsel gedrosselt, die Keimvermehrung gehemmt und die Vitalität 
der Spermien erhalten bleibt. Bei einer Lagerung des verdünnten Samens während 24 Std. 
konnten bei Temperaturen von 20°C (Province et al., 1985; Franel et al., 1987; Varner et al., 
1988, 1989), 15°C (Batellier et al., 1998) und 5°C (Varner et al., 1988, 1989; Batellier et al., 
2001) durchwegs gute Ergebnisse erzielt werden. Bei einer Lagerungsdauer von mehr als 24 
Std.  überleben  die  Spermien  jedoch  am  besten  unter  anaeroben  Bedingungen  bei 
Temperaturen  von  4‐6°C  (Squires  et  al.,  1988;  Zidane  et  al.,  1991;  Moran  et  al.,  1992; 
Batellier et al., 2001). Zur Vermeidung eines Kälteschocks muss das Abkühlen des Samens 
langsam erfolgen, damit Plasma‐ und Akrosommembranen  sowie Enzyme nicht geschädigt 
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werden.  Für  Hengstsamen  haben  sich  Abkühlraten  von  <0.3°C/min  bewährt,  wobei  im 
kritischen  Bereich  von  19°C  bis  8°C  eine  langsamere  Abkühlung  (<0.1°C/min)  empfohlen 
wird. Hingegen haben eine rasche Abkühlung von 37°C auf 19°C sowie von 8°C auf 4°C keine 
negativen  Auswirkungen  auf  Samenqualität  und  Fruchtbarkeit  (Moran  et  al.,  1992).  Ein 
bewährtes System für die Kühlung und den Transport von Pferdesamen ist der EquitainerTM 
(Hamilton Research,  Inc. South Hamilton, MA, USA). Der Samen wird unmittelbar nach der 
Verdünnung  bei  Zimmertemperatur  in  den  EquitainerTM  gepackt  und mit  einer  Rate  von 
0.3°C/min  auf  eine  Endtemperatur  von  4‐6°C  abgekühlt  (Douglas‐Hamilton  et  al.,  1984). 
Diese Temperatur wird im EquitainerTM selbst bei hohen und tiefen Umgebungstemperauren 
während mindestens 36 Std. aufrechterhalten (Malmgreen, 1998; Brinsko et al., 2000). 
Nicht  alle  Hengste  eignen  sich  gleich  gut  für  die  Kühlsamenproduktion.  Bei  manchen 
Hengsten nimmt die Samenqualität bei Kühlung auf 5°C so stark ab, dass der Samen nicht 
mehr  für  die  KB  verwendet werden  kann. Aufgrund  der  individuellen  Empfindlichkeit  der 
Spermien  auf Abkühlung  können Hengste  in  „good  coolers“ und  „poor  coolers“ eingeteilt 
werden (Brinsko, et al., 2000; Batellier, et al., 2001). Verdünnter Samen von „poor coolers“ 
sollte, um Schädigungen  zu vermeiden, nicht unter 15° gekühlt und  innerhalb von 24 Std. 
verwendet werden  (Batellier  et  al.,  2001). Was  die  Fruchtbarkeit  anbelangt  wurden mit 
Kühlsamen  gleich  gute  Ergebnisse  wie  mit  Frischsamen  oder  im  Natursprung  erzielt 
(Douglas‐Hamilton et al., 1984; Varner et al., 1989; Loomis, 1992). 
 
3.2.3  Gefriersamen 
Die  Kryokonservierung  von  Hengstsamen wird  in  der  Regel  in  einem  two‐step‐Verfahren 
vorgenommen. Zuerst wird der frische Samen verdünnt und zentrifugiert. Anschliessend,  in 
einem zweiten Schritt, erfolgen die Zugabe eines Verdünners mit Kryoprotektiva  (Glycerin, 
Eigelb)  und  das  Tiefgefrieren.  Im  ersten  Schritt  wird  unter  Verwendung  der  gleichen 
Verdünner wie beim Kühlsamen  (Verhältnis mindestens 1:2)  eine Konzentration  von  ≈  50 
Millionen Spermien/ml erreicht. Durch Zentrifugation wird der Samen konzentriert und ein 
Teil des für den Kühl‐ und Gefrierprozess schädlichen Seminalplasmas (Pickett et al., 1975a; 
Palmer,  1984;  Jasko  et  al.,  1992;  Moor  et  al.,  2005)  entfernt.  Die  verschiedenen 
Zentrifugationsmethoden (Samper und Morris, 1998; Sieme et al., 2008) unterscheiden sich 
hinsichtlich  Dauer  (6‐20  min)  und  Zentrifugation  (350‐1000xg).  Bei  der  Zentrifugation 
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können  irreversible  Membranschädigungen  durch  sogenannte  „reactive  oxigen  species“ 
(ROS) auftreten (Aiken et al., 1989). Dabei soll die Zentrifugationsdauer eine grössere Rolle 
spielen als die verwendete G‐Kraft (Shekarriz et al., 1995). Ausserdem muss je nach Methode 
ein  Spermienverlust  von  bis  zu  25%  in  Kauf  genommen werden  (Weiss  et  al.,  2004).  Als 
schonende Methode mit  geringem  Spermienverlust  hat  sich  die  Zentrifugation  bei  600xg 
während 10 min bei Zimmertemperatur bewährt (Weiss et al., 2004; Vidament et al., 2005). 
Nach  der  Zentrifugation werden  ca.  90%  des Überstandes  entfernt  (Amman  und  Pickett, 
1987; Weiss et al., 2004) und das Pellet in Gefrierverdünner auf eine Spermienkonzentration 
von 100‐400 Millionen Spermien/ml resuspendiert. Gefrierverdünner werden auf der Basis 
von Milch  oder  Lactose‐EDTA mit  2.5‐6% Glycerin  als  Kryoprotektivum  und  2‐20%  Eigelb 
hergestellt (Samper und Morris, 1998; Vidament et al., 2005; Sieme et al., 2008). Nach der 
Endverdünnung wird der Samen langsam von Raumtemperatur auf 4°C gekühlt, während 1‐2 
Std.  aequilibriert,  dann  in  Pailletten  abgepackt  und  im  Stickstoffdampf  oder  in  einem 
programmierbaren Einfriergerät  (‐60°C/min bis  ‐140°C) tiefgefroren  (Vidament et al., 2001, 
Weiss et al., 2004). 
Als Nachteil von Gefriersamen  im Vergleich zu Frisch‐ oder Kühlsamen müssen der höhere 
Arbeitsaufwand für die Produktion sowie eine geringere Trächtigkeitsrate in Kauf genommen 
werden. Aufgrund der Temperaturschwankungen beim Einfrieren und Auftauen des Samens 
entstehen  osmotische  Veränderungen  sowie  intra‐  und  extrazelluläre 
Kristallisationsvorgänge  (Bailey et  al., 2000; Holt et  al., 2000; Watson, 2000;  Sieme et  al., 
2008).  Diese  führen  zu  Membranschädigungen  und  beinträchtigen  die  Vitalität  und 
Befruchtungsfähigkeit der Spermien. 20% der Hengste eignen sich gut („good freezers“), 60% 
mässig und 20% schlecht („poor frezzers“) für die Produktion von Gefriersamen (Vidament et 
al., 1997). 
 
3.3 Fragestellung  
Da eingehende Untersuchungen  zur Qualität und Konservierung von Samen beim  Isländer 
fehlen, bestand das Ziel der vorliegenden Studie darin, die Frischsamenqualität  sowie den 
Einfluss von 4 verschiedenen Verdünnern mit und ohne Entfernung des Seminalplasmas auf 
die Qualität von Kühlsamen bei Isländer Hengsten näher abzuklären. 
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4 Tiere, Material und Methoden 
4.1 Tiere 
Für die vorliegenden Untersuchungen standen 7 klinisch gesunde Isländer Hengste  im Alter 
von 3 bis 19 Jahren zur Verfügung. Die Tiere wurden am Alten Strickhof des Tierspitals Zürich 
in Einzelboxen auf Stroh gehalten und  täglich  im Auslauf oder auf der Weide bewegt. Die 
Fütterung  bestand  aus Heu, Gras  sowie  Pellets  und  zusätzlich  zweimal  pro Woche Mash 
(aufgebrühter Hafer, Weizenkleie, Leinsamen, Glaubersalz). 
 
4.2 Samengewinnung 
Von April bis Oktober 2004 und 2005 wurden von jedem Hengst insgesamt 6 Ejakulate an 3 
aufeinanderfolgenden  Wochen  gewonnen,  untersucht  und  verarbeitet.  Die 
Samengewinnung  erfolgte  2‐mal  wöchentlich  jeweils  am  Montag  und  am  Mittwoch  in 
Anwesenheit  einer  Stute mittels  einer  künstlichen  Scheide Modell  „Hannover“  (Minitüb, 
Landshut, Deutschland). Dafür wurden die Hengste ans Phantom (Dummy Mare, ArnoldsTM, 
Shrewsbury,  Grossbritannien)  gewöhnt  oder  falls  dies  nicht  möglich  war,  auf  einer 
ausgebundenen Stute abgesamt. 
 
4.3 Untersuchungen im Frischsamen 
Unmittelbar  nach  der  Samengewinnung  wurde  das  Ejakulat  filtriert  (Eimermacher 
Milchfilter‐Schlauch 250 x 57 mm, Westfalia AG, Koppigen, Schweiz), das Volumen in einem 
graduierten Gefäss  bestimmt  und  der  Samen  für  die  Verarbeitung  auf  eine Wärmeplatte 
(37°C)  gestellt.  Anschliessend  erfolgte  die  Bestimmung  der  Spermiendichte  mittels 
computerassistierter Spermienanalyse  (CASA)  (Hamilton Thorne  IVOS, Version 14, Beverly, 
MA,  USA)  unter  Verwendung  der  Analyseeinstellungen  für  Hengstsamen  (Tab.  1).  Dazu 
wurden 10 µl  frischer Samen mit 20 µl  INRA 96TM  (IMV Technologies, Saint Ouen Sur  Iton, 
Frankreich)  Medium  vermischt  und  davon  5  µl  in  eine  standardisierte  Kammer  von  20 
Micrometer  Tiefe  (standard  count  analysis  chambers,  Art.  no.  SC  20‐01‐C,  Leja,  Nieuw‐
Vennep, Niederlande) gegeben und mindestens 10 Felder mit dem CASA beurteilt. 
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Tabelle 1: Analyse‐Einstellungen CASA für Hengstsamen. 
 
Parameter  Einstellung 
Frames aquired  30 
Frame rate  60 Hz 
Minimum contrast  115 
Minimum cell size  2 pix 
Minimum static contrast  15 
Straightness (STR), threshold  50 % 
VAP cutoff  5.0 m/s 
Prog. min. VAP  50.0 m/s 
VSL cutoff  15.0 m/s 
Cell size  6 pix 
Cell intensity  125 
Static head size  0.70 to 3.60 
Static head intensity  0.25 to 2.10 
Static elongation  0 to 100 
Slow cells motile  NO 
Magnification  1.89 
Video frequency   60 
Bright field  NO 
LED illumination intensity  2280 
IDENT Illumination intensity  3000 
Temperature, set  37.5 °C 
Chamber depth  20 m 
Chamber position  4.0 mm 
Chamber position B  19.0 mm 
Chamber position C  0 mm 
Chamber position D  0 mm 
Chamber type  Slide20 
Field selection mode  AUTO 
IDENT fluorescent option  OFF 
Integrating time  1 frame 
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4.4 Samenverarbeitung 
4.4.1 Samenverdünnung 
Die Verdünnung des Samens erfolgte mit den bewährten Hengstsamenverdünnern, INRA 82‐
Eigelb, INRA 96TM, GENTTM und Equi‐ProTM. 
 
INRA 82‐Eigelb besteht aus gleichen Teilen Elektrolytlösung und Magermilch sowie 2% Eigelb 
und wurde nach der folgenden Rezeptur (Palmer, 1984) hergestellt: 
Herstellung der Elektrolytlösung 
Glukose wasserfrei ( C6H12O6 )  50.00 g 
Laktose‐Monohydrat (C12H22O11, H2O)    3.00 g 
Raffinose‐Pentahydrat (C18H32O16, 5H2O)    3.00 g 
Tri‐Natriumcitrat‐Dihydrat (C6H5Na3O7, 2 H2O)    0.49 g 
Tri‐Kaliumcitrat‐Monohydrat (C6H5K3O7, H2O)    0.82 g 
Hepes: N‐2‐Hydroxyethylpiperazin‐N‐2Ethansulfonsäure (C8H18N2O4S)    9.52 g 
  ad 1 Liter Aqua ad injectabilia 
1 L Elektrolytlösung und 1 L Magermilch UHT zusammengeben und gut mischen 
Herstellung und Zugabe der Eidotterlösung 
40  ml  Elektrolyt/Magermilchlösung  mit  50  ml  Eigelb  (frische  Eier)  im  Rührer  während 
mindestens 10 Minuten gut mischen und anschliessend zentrifugieren (600 x g, 10 min). 80 
ml  des  Überstandes  zu  1920  ml  Elektrolyt/Magermilchlösung  geben,  mischen  und  pH 
kontrollieren (pH = 6.8). 
 
INRA 96TM  ist patentrechtlich geschützt und als gebrauchsfertige Lösung erhältlich (Art. Nr. 
016441, IMV Technologie, Saint Ouen Sur Iton, Frankreich). Dieser Verdünner enthält Hank’s 
Salze, Glucose, Lactose sowie natives Phosphocaseinat (Batellier et al., 1998). 
 
GENTTM‐Verdünner wurde  an der Universität Gent  (Belgien)  entwickelt und  setzt  sich  aus 
Puffersubstanzen, Milch und Eigelb zusammen. Der Verdünner wird von der Firma Minitüb 
vermarktet (Art. Nr. 13571/0045, Minitüb, Tiefenbach, Deutschland). 
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Equi‐ProTM  ist gemäss Angaben des Herstellers eine verbesserte Formulierung des Kenney’s 
Verdünners  (Kenney  et  al.,  1975).  Equi‐ProTM    (Art. Nr.  13570/0210, Minitüb,  Tiefenbach, 
Deutschland)  enthält  fettloses  Milchpulver,  hochwertige  Zucker,  Puffersubstanzen  sowie 
Antibiotika und muss vor der Verwendung in Aqua ad injectionem aufgelöst werden. 
 
Für die Verarbeitung wurde das frisch gewonnen Ejakulat in 4 gleiche Teile aufgeteilt und in 
50  ml  Zentrifugenröhrchen  gegeben.  Anschliessend  wurde  je  ein  Aliquot  Samen  im 
Wärmebad  bei  37°C  mit  INRA  82‐Eigelb,  INRA  96TM,  GENTTM  sowie  Equi‐ProTM  auf  eine 
Konzentration von 30 Millionen Spermien/ml, jedoch mindesten im Verhältnis 1:2, verdünnt. 
Mengen von 10 ml des verdünnten Samens wurden  in 15 ml Zentrifugenröhrchen abgefüllt 
und bis zur Weiterverarbeitung bei Zimmertemperatur gelagert. 
 
4.4.2 Zentrifugation 
Von jeder Samenverdünnung wurde bei Raumtemperatur ein Zentrifugenröhrchen während 
10  Minuten  bei  600  x  g  zentrifugiert  (Vidament  et  al.,  2001;  Weiss  et  al.,  2004). 
Anschliessend wurden  90%  des Überstandes  abpipettiert  und  das  Pellet wieder mit  dem 
entsprechenden Verdünner auf eine Dichte von 30 Millionen Spermien/ml resuspendiert. 
 
4.4.3 Samenlagerung 
Unmittelbar  nach  der  Zentrifugation  (Zeitpunkt  0)  wurde  von  jeder  Samenverdünnung, 
jeweils  ein  nicht  zentrifugiertes  sowie  ein  zentrifugiertes  Röhrchen  in  einen  EquitainerTM 
(Hamilton  Thorne  Beverly, MA,  USA)  gepackt.  Nach  24  Std.  erfolgte  das  Umpacken  der 
Röhrchen  vom  EquitainerTM  in  den  Kühlraum wo  der  Samen  für weitere  24  Std.  bei  4°C 
gelagert wurde. 
 
4.5 Untersuchungen im konservierten Samen 
Die Beurteilung der Motilität und Vitalität des  konservierten  Samens erfolgte unmittelbar 
nach der Verdünnung, nach 24 Std. Lagerung  im EquitainerTM sowie nach weiteren 24 Std. 
Lagerung im Kühlraum. 
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4.5.1 Motilität 
Die Bestimmung der Motilität erfolgte mittels computerassistierter Spermienanalyse (CASA, 
Hamilton  Thorne  IVOS,  Version  14,  Beverly, MA,  USA)  und  den  Analyseeinstellungen  für 
Hengstsamen  (Tab.  1).  Für  die  Messung  wurden  je  5  µl  der  Samenprobe  in  eine 
standardisierte Kammer  von 20 Micrometer Tiefe  (standard  count analysis  chambers, Art. 
no. SC 20‐01‐C, Leja, Nieuw‐Vennep, Niederlande) gegeben und mindestens 10 Felder mit 
insgesamt mehr als 500 Spermien beurteilt. Für die Auswertung wurden der Prozentsatz an 
total (total motility), progressiv (progressive motility) und rapid (rapid cells, velocity average 
path VAP > 50 µm/s) motilen Spermien berücksichtigt. 
 
4.5.2 Vitalität 
Zur  Bestimmung  der  strukturellen  Membranintegrität  wurde  eine  DNA‐Doppelfärbung 
durchgeführt  (LIVE/DEAD  Sperm  Viability  Kit, Molecular  Probes  Europe,  Leiden,  NL).  Der 
Fluoreszenzfarbstoff SYBR‐14 durchdringt die Zellmembran und bindet an die DNA lebender 
und  toter  Zellen.  Der  zweite  Fluoreszenzfarbstoff  Propidiumjodid  (PI)  kann  die 
Plasmamembran  lebender  Zellen  nicht  penetrieren  und  färbt  daher  nur  tote  Zellen  an 
(Garner  et  al.,  1994).  Durch  die  Kombination  beider  Farbstoffe  lassen  sich  tote  (PI)  von 
lebenden Spermien (SYBR‐14) unterscheiden. 
SYBR‐14  wurde  mit  DMSO  (100%)  in  einem  Verhältnis  von  1:10  verdünnt,  während 
Propidiumjodid  in der von der Firma gelieferten Form verwendet wurde. Zwei l der SYBR‐
14/DMSO‐Lösung wurden zu 1 ml verdünntem Samen gegeben. Nach einer  Inkubationszeit 
von  10 Minuten  bei  37°C wurden  5l  PI  dazugegeben  und während weiteren  5 Minuten 
inkubiert.  Danach wurden  zweimal  je  5  l  des  gefärbten  Samens  auf  einen Objektträger 
pipettiert, mit Deckgläser 24 x 24 mm versehen und bei 400facher Vergrösserung unter dem 
Mikroskop  (Olympus  BX50,  U  Plan  Apo  40x/0.85 mit  Fluoreszenzeinrichtung,  Filtermodul 
FITC, Hochdruck‐Hg‐Lampe) untersucht. Bei einer Anregung durch sichtbares Licht (480 nm) 
liegen  die  maximalen  Fluoreszenzemissionen  für  die  Farbstoffe  SYBR‐14  (grün)  und  PI 
(orange)  bei  Wellenlängen  von  516  nm  bzw.  617  nm.  Über  eine  am  Mikroskop 
angeschlossene Videokamera (Color CCD Camera, SANYO VCC‐2972) konnten Bildsequenzen 
mit dem Programm Windows Media Player (http://www.microsoft.com) auf einen Computer 
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gespeichert  und  ausgewertet  werden.  Der  prozentuale  Anteil  an  grün  fluoreszierenden 
Spermien wurde der Vitalität gleichgesetzt. 
 
4.5.3 HOS Test 
Zur Ermittlung der funktionellen Membranintegrität wurde der hypoosmotische Schwelltest 
(HOS) durchgeführt. Intakte Membranen erlauben den Austausch von Ionen und Flüssigkeit 
zwischen dem intra‐ und extrazellulären Raum. Werden Samenzellen in ein hypotones Milieu 
gegeben,  schwellen  sie  bei  intakter  Membran  aufgrund  des  Flüssigkeitseinstromes  zur 
Erhaltung  des  osmotischen  Gleichgewichtes  an.  Die  Schwellung  der  Spermien  ist  durch 
typische  morphologische  Veränderungen  des  Spermienschwanzes  (Aufrollen  und 
Schlingenbildung) erkennbar. 
Zur Durchführung des Tests wurden 100 l des konservierten Samens zu 1 ml vorgewärmter 
(37°C) HOS‐Lösung  (Fructose  9.0  g,  Trisodium  Citrat  4.9  g, Aqua  bidestillata  ad  1‘000 ml, 
Osmolarität  100  mOsm/l)  gegeben  und  während  30  Minuten  bei  37°C  inkubiert.  Zwei 
Tropfen Samenlösung à  je 5 l wurden auf einen Objektträger gegeben, mit Deckgläser 24 
x24 mm  versehen  und  bei  400facher  Vergrösserung  im  Phasenkontrast  untersucht. Nach 
Beurteilung  von  mindestens  200  Spermien  wurde  aufgrund  der  morphologischen 
Veränderungen des Spermienschwanzes der prozentuale Anteil geschwollener (HOS positiv) 
Spermien bestimmt (Jeyendran et al., 1984; Neild et al., 1999). 
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4.6 Versuchsanordnung 
Die Versuchsanordnung der Studie ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt. 
 
 
Frischsamen 
 
 
Verdünnung 
(30 Millionen Spermien/ml) 
 
 
INRA 82 INRA 96® GENT®  Equi-Pro® 
 
 
 
 
 ohne Zentrifugation mit Zentrifugation  
 bei Raumtemperatur 
 
 
 
 
Entfernung Überstand 
 
 
 
     Resuspendieren 
 (30 Millionen Spermien/ml) 
 
  
 Untersuchung 0 
 
 
 
Abkühlung und Lagerung im Equitainer 
während 24 Std. 
 
 
 
Untersuchung 24 Std. 
 
 
 
Lagerung im Kühlraum bei 4°C während 24 Std. 
 
 
 
Untersuchung 48 Std.  
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der Versuchsanordnung. 
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4.7 Statistik 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm SPSS 13 (SPSS  Inc.,  IBM 
Company Headquarters, Chicago,  Illinois 60606, USA). Der Einfluss von Hengst und Ejakulat 
auf die Parameter im Frischsamen wurde mittels ANOVA untersucht. Bei den im Kühlsamen 
bestimmten Parametern wurden mit Hilfe eines linearen Modells die Einflüsse von Ejakulat, 
Zentrifugation,  Verdünner  und  Lagerungszeit  sowie  die  Interaktionen  zwischen  den 
einzelnen Faktoren geprüft. Post‐hoc‐Vergleiche erfolgten nach Bonferroni/Dunn Korrektur. 
Die Signifikanzschwelle wurde bei P<0.05 festgelegt. 
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5 Ergebnisse 
5.1 Qualität des Frischsamens 
Die  Ergebnisse  zur  Überprüfung  des  Einflusses  von  Hengst  und  Ejakulat  auf  die 
Qualitätsparameter  im  Frischsamen  sind  in  Tabelle  2  zusammengefasst.  Daraus  ist 
ersichtlich, dass der Hengst, nicht aber das Ejakulat auf alle untersuchten Parameter einen 
signifikanten (P<0.05) Einfluss hatte. 
 
Tabelle  2:  Einfluss  von  Hengst  und  Ejakulat  auf  die  verschiedenen  Parameter  im 
Frischsamen. 
 
Parameter  Volumen 
 
P 
Spermien‐
konzentration
P 
Gesamt‐
spermienzahl
P 
Totale 
Motilität
P 
Progressive 
Motilität 
P 
Rapide 
Motilität 
P 
Hengst  <0.0001* <0.0001*    0.0015*  <0.0001*  <0.0001*  <0.0001* 
Ejakulat  0.7250  0.5573  0.7936  0.4280  0.1721  0.5180 
*signifikant (P<0.05) 
 
5.1.1 Ejakulatvolumen 
Das  durchschnittliche  (mSEM)  Ejakulatvolumen  der  7  Hengste  betrug  43.44.3  ml.  Die 
individuellen Mittelwerte sind in Abbildung 4 graphisch dargestellt. Das Volumen schwankte 
zwischen  21.5±2.9 ml  (Hengst  E)  und  94.2±10.7 ml  (Hengst G).  Signifikante Unterschiede 
waren  zwischen  Hengst  G  und  allen  anderen  sowie  zwischen  den  Hengsten  A  und  E 
vorhanden. 
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Abbildung 4: Durchschnittliches (mSEM) Volumen von 6 Ejakulaten bei 7 Isländer Hengsten 
(A‐G). Hengste mit unterschiedlichen Indizesabc sind signifikant (P<0.05) verschieden. 
 
5.1.2 Spermienkonzentration 
Die  durchschnittliche  (mSEM)  Spermienkonzentration  der  7  Hengste  betrug  193.017.0 
Millionen/ml. Die  individuellen Mittelwerte  sind  in Abbildung  5  graphisch  dargestellt. Die 
Spermienkonzentration  schwankte  zwischen  76.3±9.0  Millionen/ml  (Hengst  A)  und 
326.9±42.5 Millionen/ml (Hengst E). Signifikante Unterschiede waren zwischen Hengst A und 
den Hengsten B, C und E, zwischen Hengst E und den Hengsten F und G sowie zwischen den 
Hengsten B und G vorhanden. 
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Abbildung  5:  Durchschnittliche  (mSEM)  Spermienkonzentration  von  6  Ejakulaten  bei  7 
Isländer Hengsten  (A‐G). Hengste mit unterschiedlichen  Indizesabcd sind signifikant  (P<0.05) 
verschieden. 
 
5.1.3 Gesamtspermienzahl 
Die  durchschnittliche  (mSEM)  Gesamtspermienzahl  der  7  Hengste  betrug  6679.7459.7 
Millionen.  Die  individuellen  Mittelwerte  sind  in  Abbildung  6  graphisch  dargestellt.  Die 
Gesamtspermienzahl  schwankte  zwischen  3829.7±513.8  Millionen  (Hengst  A)  und 
10221.3±1315.5 Millionen/ml (Hengst G). Signifikante Unterschiede waren zwischen Hengst 
A und den Hengsten B und G sowie zwischen den Hengsten C und G vorhanden. 
 
 
Abbildung  6:  Durchschnittliche  (mSEM)  Gesamtspermienzahl  von  6  Ejakulaten  bei  7 
Isländer Hengsten  (A‐G). Hengste mit unterschiedlichen  Indizesabc  sind  signifikant  (P<0.05) 
verschieden. 
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5.1.4 Totale Motilität 
Die  durchschnittliche  (mSEM)  totale  Motilität  der  7  Hengste  betrug  73.52.1%.  Die 
individuellen  Mittelwerte  sind  in  Abbildung  7  graphisch  dargestellt.  Die  totale  Motilität 
schwankte  zwischen  49.2±2.4%  (Hengst  A)  und  86.0±3.0%  (Hengst  B).  Signifikante 
Unterschiede waren zwischen Hengst A und allen anderen Hengsten sowie zwischen Hengst 
E und den Hengsten B und C vorhanden. 
 
 
Abbildung  7:  Durchschnittliche  (mSEM)  totale Motilität  von  6  Ejakulaten  bei  7  Isländer 
Hengsten  (A‐G).  Hengste  mit  unterschiedlichen  Indizesabc  sind  signifikant  (P<0.05) 
verschieden. 
 
5.1.5 Progressive Motilität 
Die durchschnittliche  (mSEM) progressive Motilität der 7 Hengste betrug 48.72.0%. Die 
individuellen Mittelwerte sind in Abbildung 8 graphisch dargestellt. Die progressive Motilität 
schwankte  zwischen  29.3±2.5%  (Hengst  A)  und  67.7±2.2%  (Hengst  B).  Signifikante 
Unterschiede  waren  zwischen  Hengst  A  und  allen  Hengsten  ausser  Hengst  E,  zwischen 
Hengst B und allen Hengsten mit Ausnahme von Hengst C sowie zwischen Hengst E und den 
Hengsten C und G vorhanden. 
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Abbildung 8: Durchschnittliche (mSEM) progressive Motilität von 6 Ejakulaten bei 7 Isländer 
Hengsten  (A‐G).  Hengste  mit  unterschiedlichen  Indizesabcd  sind  signifikant  (P<0.05) 
verschieden. 
 
5.1.6 Rapide Motilität 
Die  durchschnittliche  (mSEM)  rapide  Motilität  der  7  Hengste  betrug  65.32.0%.  Die 
individuellen Mittelwerte sind in Abbildung 9 graphisch dargestellt. Die progressive Motilität 
schwankte  zwischen  44.2±2.2%  (Hengst  A)  und  79.3±2.5%  (Hengst  B).  Signifikante 
Unterschiede  waren  zwischen  Hengst  A  und  allen  Hengsten  ausser  Hengst  E,  zwischen 
Hengst  E  und  allen  Hengsten  ausser  A  und  D  sowie  zwischen  den  Hengsten  B  und  D 
vorhanden. 
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Abbildung  9:  Durchschnittliche  (mSEM)  rapide Motilität  von  6  Ejakulaten  bei  7  Isländer 
Hengsten  (A‐G).  Hengste  mit  unterschiedlichen  Indizesabcd  sind  signifikant  (P<0.05) 
verschieden. 
 
5.2 Qualität des konservierten Samens 
Die Ergebnisse zur Überprüfung des Einflusses von Ejakulat, Verdünner, Zentrifugation und 
Lagerungszeit sowie die Interaktionen zwischen den verschiedenen Faktoren sind in Tabelle 
3 zusammengefasst. Daraus ist ersichtlich, dass der Verdünner und die Lagerungszeit auf alle 
Parameter einen signifikanten Einfluss hatten. Das Ejakulat zeigte einen signifikanten Einfluss 
auf die progressive Motilität und den HOS Test, die Zentrifugation auf den HOS Test und die 
Vitalität. Eine signifikante  Interaktion zwischen Verdünner und Zentrifugation war bei allen 
Parametern ausser bei der rapiden Motilität feststellbar. Auch signifikant war die Interaktion 
zwischen Verdünner und Lagerungszeit auf die progressive Motilität und den HOS Test sowie 
die  Interaktion  zwischen Verdünner,  Lagerungszeit  und  Zentrifugation  auf  die  progressive 
Motilität. 
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Tabelle  3:  Einfluss  von  Ejakulat,  Zentrifugation,  Verdünner  und  Lagerungszeit  sowie 
Interaktionen zwischen den einzelnen Faktoren. 
 
Parameter  Totale 
Motilität 
P 
Progressive 
Motilität 
P 
Rapide 
Motilität 
P 
HOS 
 
P 
Vitalität 
 
P 
Ejakulat  0.935    0.005*  0.883    0.049*  0.941 
Verdünner    0.003*    0.004*    0.002*  <0.001*    0.018* 
Zentrifugation  0.814  0.259  0.721    0.003*    0.009* 
Lagerungszeit  <0.001*    0.003*  <0.001*  <0.001*    0.001* 
Interaktion 
Zentrifugation/Verdünner 
 
  0.016* 
 
  0.037* 
 
0.102 
 
  0.002* 
 
  0.046* 
Interaktion Verdünner/Zeit  0.124    0.001*  0.142    0.011*  0.622 
Interaktion 
Zentrifugation/Verdünner/Zeit 
 
0.056 
 
  0.029* 
 
0.279 
 
0.298 
 
0.356 
*signifikant (P<0.05) 
 
5.2.1 Totale Motilität 
Die  totale Motilität  der  Ejakulate  unmittelbar  nach  Verdünnung mit  Equi‐ProTM,  GENTTM, 
INRA  82‐Eigelb  und  INRA  96TM  jeweils  mit  und  ohne  Zentrifugation,  sowie  nach  einer 
Lagerungszeit von 24 und 48 Std. ist in den Abbildungen 10‐12 dargestellt. Unmittelbar nach 
der  Verdünnung  (Abb.  10)  schwankten  die  Mittelwerte  (mSEM)  der  totalen  Motilität 
zwischen  57.7±1.8%  (Equi‐ProTM  zentrifugiert)  und  68.0±2.0%  (GENTTM  zentrifugiert). 
Signifikante  Unterschiede  waren  zwischen  Equi‐ProTM  zentrifugiert  und  allen  anderen 
Methoden ausser INRA 82‐Eigelb zentrifugiert vorhanden. 
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Abbildung 10: Durchschnittliche (mSEM) totale Motilität der Spermien von  je 6 Ejakulaten 
bei  7  Isländer Hengsten  unmittelbar  nach  Verdünnung mit  Equi‐ProTM, GENTTM,  INRA  82‐
Eigelb und  INRA 96TM ohne  () und mit  ()  Zentrifugation. Balken mit unterschiedlichen 
Indizesab sind signifikant (P<0.05) verschieden. 
 
Nach  einer  Lagerungszeit  von  24  Std.  (Abb.  11)  schwankte  die  totale Motilität  zwischen 
35.3±3.1%  (Equi‐ProTM  zentrifugiert)  und  59.5±1.9%  (GENTTM  zentrifugiert).  Signifikante 
Unterschiede waren  zwischen Equi‐ProTM  sowohl  zentrifugiert wie auch nicht  zentrifugiert 
und allen anderen Verdünnungsmethoden feststellbar. 
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Abbildung 11: Durchschnittliche (mSEM) totale Motilität der Spermien von  je 6 Ejakulaten 
bei  7  Isländer Hengsten  24  Stunden  nach  Verdünnung mit  Equi‐ProTM, GENTTM,  INRA  82‐
Eigelb und  INRA 96TM ohne  () und mit  ()  Zentrifugation. Balken mit unterschiedlichen 
Indizesab sind signifikant (P<0.05) verschieden. 
 
Nach  einer  Lagerungszeit  von  48  Std.  (Abb.  12)  schwankte  die  totale Motilität  zwischen 
22±3.4%  (Equi‐ProTM  zentrifugiert)  und  52.8±2.5%  (INRA  96TM  zentrifugiert).  Signifikante 
Unterschiede  waren  zwischen  Equi‐ProTM  zentrifugiert  und  sämtlichen  anderen 
Verdünnungsmethoden mit Ausnahme von Equi‐ProTM nicht zentrifugiert vorhanden. Zudem 
unterschied  sich  INRA  96TM  zentrifugiert  von  INRA  96TM  nicht  zentrifugiert  und  von  Equi‐
ProTM nicht zentrifugiert. 
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Abbildung 12: Durchschnittliche (mSEM) totale Motilität der Spermien von  je 6 Ejakulaten 
bei  7  Isländer Hengsten  48  Stunden  nach  Verdünnung mit  Equi‐ProTM, GENTTM,  INRA  82‐
Eigelb und  INRA 96TM ohne  () und mit  ()  Zentrifugation. Balken mit unterschiedlichen 
Indizesabc sind signifikant (P<0.05) verschieden. 
 
5.2.2 Progressive Motilität 
Die  progressive  Motilität  unmittelbar  nach  Verdünnung  der  Ejakulate  mit  Equi‐ProTM, 
GENTTM,  INRA  82‐Eigelb  und  INRA  96TM  jeweils mit  und  ohne  Zentrifugation,  sowie  nach 
einer Lagerungszeit von 24 und 48 Std. ist in den Abbildungen 13‐15 dargestellt. 
Unmittelbar  nach  der  Verdünnung  (Abb.  13)  schwankten  die  Mittelwerte  (mSEM)  der 
progressiven  Motilität  zwischen  32.8±1.7%  (Equi‐ProTM  zentrifugiert)  und  46±2.1%  (INRA 
96TM nicht zentrifugiert). Signifikante Unterschiede waren zwischen Equi‐ProTM zentrifugiert 
und beiden Methoden mit GENTTM und  INRA 96TM sowie  INRA 82‐Eigelb nicht zentrifugiert 
vorhanden. 
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Abbildung  13:  Durchschnittliche  (mSEM)  progressive  Motilität  der  Spermien  von  je  6 
Ejakulaten bei 7  Isländer Hengsten unmittelbar nach Verdünnung mit Equi‐ProTM, GENTTM, 
INRA  82‐Eigelb  und  INRA  96TM  ohne  ()  und  mit  ()  Zentrifugation.  Balken  mit 
unterschiedlichen Indizesab sind signifikant (P<0.05) verschieden. 
 
Nach einer Lagerungszeit von 24 Std. (Abb. 14) schwankte die progressive Motilität zwischen 
20.8±2.3%  (Equi‐ProTM  zentrifugiert)  und  38.1±1.8%  (GENTTM  zentrifugiert).  Signifikante 
Unterschiede  waren  zwischen  beiden  Methoden  mit  Equi‐ProTM  und  allen  anderen 
Verdünnungsmethoden feststellbar. 
 
 
Abbildung  14:  Durchschnittliche  (mSEM)  progressive  Motilität  der  Spermien  von  je  6 
Ejakulaten bei 7  Isländer Hengsten 24 Stunden nach Verdünnung mit Equi‐ProTM, GENTTM, 
INRA  82‐Eigelb  und  INRA  96TM  ohne  ()  und  mit  ()  Zentrifugation.  Balken  mit 
unterschiedlichen Indizesab sind signifikant (P<0.05) verschieden. 
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Nach einer Lagerungszeit von 48 Std. (Abb. 15) schwankte die progressive Motilität zwischen 
12.2±2.2%  (Equi‐ProTM  zentrifugiert)  und  33.8±2.1%  (INRA  96TM  zentrifugiert).  Signifikante 
Unterschiede  waren  zwischen  Equi‐ProTM  zentrifugiert  und  allen  anderen 
Verdünnungsmethoden  ausser  Equi‐ProTM  nicht  zentrifugiert  feststellbar.  Ausserdem 
unterschied  sich  INRA  96TM  zentrifugiert  signifikant  von  allen  nicht  zentrifugierten 
Verdünnungsmethoden. 
 
Abbildung  15:  Durchschnittliche  (mSEM)  progressive  Motilität  der  Spermien  von  je  6 
Ejakulaten bei 7  Isländer Hengsten 48 Stunden nach Verdünnung mit Equi‐ProTM, GENTTM, 
INRA  82‐Eigelb  und  INRA  96TM  ohne  ()  und  mit  ()  Zentrifugation.  Balken  mit 
unterschiedlichen Indizesabcd sind signifikant (P<0.05) verschieden. 
 
5.2.3 Rapide Motilität 
Die  rapide Motilität  unmittelbar  nach  Verdünnung  der  Ejakulate mit  Equi‐ProTM, GENTTM, 
INRA  82‐Eigelb  und  INRA  96TM  jeweils  mit  und  ohne  Zentrifugation,  sowie  nach  einer 
Lagerungszeit von 24 und 48 Std. ist in den Abbildungen 16‐18 dargestellt. 
Unmittelbar  nach  der  Verdünnung  (Abb.  16)  schwankten  die  Mittelwerte  (mSEM)  der 
rapiden Motilität zwischen 49.5±1.9%  (Equi‐ProTM zentrifugiert) und 61.8±2.1%  (INRA 96TM 
nicht zentrifugiert). Signifikante Unterschiede waren zwischen Equi‐ProTM zentrifugiert und 
allen anderen Verdünnungsmethoden ausser INRA 82‐Eigelb zentrifugiert vorhanden. 
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Abbildung 16: Durchschnittliche (mSEM) rapide Motilität der Spermien von je 6 Ejakulaten 
bei  7  Isländer Hengsten  unmittelbar  nach  Verdünnung mit  Equi‐ProTM, GENTTM,  INRA  82‐
Eigelb und  INRA 96TM ohne  () und mit  ()  Zentrifugation. Balken mit unterschiedlichen 
Indizesab sind signifikant (P<0.05) verschieden. 
 
Nach  einer  Lagerungszeit  von  24  Std.  (Abb.  17)  schwankte  die  rapide Motilität  zwischen 
29.2±2.9%  (Equi‐ProTM  zentrifugiert)  und  53.2±1.9%  (GENTTM  zentrifugiert).  Signifikante 
Unterschiede waren zwischen Equi‐ProTM zentrifugiert wie auch nicht zentrifugiert und allen 
anderen Verdünnungsmethoden feststellbar. 
 
 
Abbildung 17: Durchschnittliche (mSEM) rapide Motilität der Spermien von je 6 Ejakulaten 
bei 7  Isländer Hengsten 24 Std. nach Verdünnung mit Equi‐ProTM, GENTTM,  INRA 82‐Eigelb 
und INRA 96TM ohne () und mit () Zentrifugation. Balken mit unterschiedlichen Indizesab 
sind signifikant (P<0.05) verschieden. 
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Nach  einer  Lagerungszeit  von  48  Std.  (Abb.  18)  schwankte  die  rapide Motilität  zwischen 
17.8±3.0%  (Equi‐ProTM  zentrifugiert)  und  45.6±2.4%  (INRA  96TM  zentrifugiert).  Signifikante 
Unterschiede  waren  zwischen  Equi‐ProTM  zentrifugiert  und  allen  anderen 
Verdünnungsmethoden ausser Equi‐ProTM nicht zentrifugiert vorhanden. Zudem unterschied 
sich  INRA 96TM nicht  zentrifugiert  signifikant  von  zentrifugiertem  INRA 96TM und  INRA 82‐
Eigelb. 
 
 
Abbildung 18: Durchschnittliche (mSEM) rapide Motilität der Spermien von je 6 Ejakulaten 
bei  7  Isländer Hengsten  48  Stunden  nach  Verdünnung mit  Equi‐ProTM, GENTTM,  INRA  82‐
Eigelb und  INRA 96TM ohne  () und mit  ()  Zentrifugation. Balken mit unterschiedlichen 
Indizesabc sind signifikant (P<0.05) verschieden. 
 
5.2.4 Vitalität 
Die Vitalität unmittelbar nach Verdünnung der Ejakulate mit Equi‐ProTM, GENTTM,  INRA 82‐
Eigelb und  INRA 96TM  jeweils mit und ohne Zentrifugation, sowie nach einer Lagerungszeit 
von  24  und  48  Std.  ist  in  den  Abbildungen  19‐21  dargestellt.  Unmittelbar  nach  der 
Verdünnung  (Abb.  19)  schwankten  die  Mittelwerte  (mSEM)  der  Vitalität  zwischen 
68.9±2.0%  (Equi‐ProTM  zentrifugiert)  und  78.3±1.7%  (INRA  82‐Eigelb  zentrifugiert). 
Signifikante  Unterschiede  waren  zwischen  Equi‐ProTM  zentrifugiert  und  INRA  82‐Eigelb 
zentrifugiert vorhanden. 
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Abbildung 19: Durchschnittliche  (mSEM) Vitalität der Spermien von  je 6 Ejakulaten bei 7 
Isländer Hengsten  unmittelbar  nach  Verdünnung mit  Equi‐ProTM, GENTTM,  INRA  82‐Eigelb 
und INRA 96TM ohne () und mit () Zentrifugation. Balken mit unterschiedlichen Indizesab 
sind signifikant (P<0.05) verschieden. 
 
Nach einer Lagerungszeit von 24 Std. (Abb. 20) schwankte die Vitalität zwischen 53.9±3.0% 
(Equi‐ProTM  nicht  zentrifugiert)  und  72±1.8%  (INRA  82‐Eigelb  zentrifugiert).  Signifikante 
Unterschiede  waren  zwischen  Equi‐ProTM  nicht  zentrifugiert  und  allen  anderen 
Verdünnungsmethoden  ausser  Equi‐ProTM  zentrifugiert  und  INRA  96TM  nicht  zentrifugiert 
feststellbar. Equi‐ProTM  zentrifugiert war  zudem  signifikant unterschiedlich  zu GENTTM und 
INRA 82‐Eigelb, beide sowohl zentrifugiert wie auch nicht zentrifugiert. 
 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
Vi
ta
litä
t (
%
)
Equi-Pro GENT INRA 82 INRA 96
Verdünner
ab b ab ab ab a ab ab 
    35 
 
 
Abbildung 20: Durchschnittliche  (mSEM) Vitalität der Spermien von  je 6 Ejakulaten bei 7 
Isländer Hengsten  24  Std.  nach  Verdünnung mit  Equi‐ProTM, GENTTM,  INRA  82‐Eigelb  und 
INRA 96TM ohne () und mit () Zentrifugation. Balken mit unterschiedlichen Indizesabc sind 
signifikant (P<0.05) verschieden. 
 
Nach einer Lagerungszeit von 48 Std. (Abb. 21) schwankte die Vitalität zwischen 46.3±2.8% 
(Equi‐ProTM  nicht  zentrifugiert)  und  65.7±2.1%  (INRA  82‐Eigelb  nicht  zentrifugiert). 
Signifikante Unterschiede waren zwischen Equi‐ProTM nicht zentrifugiert und allen anderen 
Verdünnungsmethoden  ausser  Equi‐ProTM  zentrifugiert  und  INRA  96TM  nicht  zentrifugiert 
vorhanden. Equi‐ProTM  zentrifugiert unterschied  sich  signifikant von beiden Methoden mit 
GENTTM und INRA 82‐Eigelb Verdünner. 
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Abbildung 21: Durchschnittliche  (mSEM) Vitalität der Spermien von  je 6 Ejakulaten bei 7 
Isländer Hengsten 48 Stunden nach Verdünnung mit Equi‐ProTM, GENTTM, INRA 82‐Eigelb und 
INRA 96TM ohne () und mit () Zentrifugation. Balken mit unterschiedlichen Indizesabc sind 
signifikant (P<0.05) verschieden. 
 
5.2.5 HOS Test 
Die Ergebnisse des HOS Tests unmittelbar nach Verdünnung der Ejakulate mit Equi‐ProTM, 
GENTTM,  INRA  82‐Eigelb  und  INRA  96TM  jeweils mit  und  ohne  Zentrifugation,  sowie  nach 
einer Lagerungszeit von 24 und 48 Std. sind in den Abbildungen 22‐24 dargestellt. 
Unmittelbar nach der Verdünnung (Abb. 22) schwankten die Mittelwerte (mSEM) der HOS 
positiven  Spermien  zwischen  64.5±1.3%  (Equi‐ProTM  nicht  zentrifugiert)  und  75.5±1.3% 
(GENTTM  zentrifugiert).  Signifikante  Unterschiede  waren  zwischen  Equi‐ProTM  nicht 
zentrifugiert  und  allen  Verdünnungsmethoden  ausser  INRA  96TM  nicht  zentrifugiert 
vorhanden. Ausserdem unterschied sich GENTTM zentrifugiert signifikant von INRA 96TM nicht 
zentrifugiert. 
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Abbildung 22: Durchschnittliche  (mSEM) HOS positive Spermien von  je 6 Ejakulaten bei 7 
Isländer Hengsten  unmittelbar  nach  Verdünnung mit  Equi‐ProTM, GENTTM,  INRA  82‐Eigelb 
und INRA 96TM ohne () und mit () Zentrifugation. Balken mit unterschiedlichen Indizesabc 
sind signifikant (P<0.05) verschieden. 
 
Nach  einer  Lagerungszeit  von  24  Std.  (Abb.  23)  schwankte  die  HOS  positiven  Spermien 
zwischen  48.7±1.2%  (Equi‐ProTM  nicht  zentrifugiert)  und  71±0.9%  (GENTTM  zentrifugiert). 
Signifikante Unterschiede waren zwischen Equi‐ProTM nicht zentrifugiert und allen anderen 
Verdünnungsmethoden  ausser  INRA  96TM  nicht  zentrifugiert  feststellbar.  Equi‐ProTM 
zentrifugiert  war  ausserdem  signifikant  unterschiedlich  zu  allen  Verdünnungsmethoden 
ausser INRA 96TM nicht zentrifugiert. 
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Abbildung 23: Durchschnittliche  (mSEM) HOS positive Spermien von  je 6 Ejakulaten bei 7 
Isländer Hengsten  24  Std.  nach  Verdünnung mit  Equi‐ProTM, GENTTM,  INRA  82‐Eigelb  und 
INRA 96TM ohne () und mit () Zentrifugation. Balken mit unterschiedlichen Indizesabc sind 
signifikant (P<0.05) verschieden. 
 
Nach  einer  Lagerungszeit  von  48  Std.  (Abb.  24)  schwankte  die  HOS  positiven  Spermien 
zwischen 41.9±1.9%  (INRA 96TM nicht  zentrifugiert) und 61.2±1.3%  (GENTTM  zentrifugiert). 
Signifikante Unterschiede waren zwischen  INRA 96TM nicht zentrifugiert und allen anderen 
Verdünnungsmethoden  ausser  den  beiden  Methoden  mit  Equi‐ProTM.  Equi‐ProTM  nicht 
zentrifugiert  war  signifikant  verschieden  von  beiden  Methoden  mit  INRA  82‐Eigelb  und 
GENTTM  sowie  von  INRA  96TM  zentrifugiert.  Equi‐ProTM  zentrifugiert  war  signifikant 
verschieden  von  GENTTM  und  INRA  96TM,  beide  zentrifugiert  sowie  von  beiden  INRA  82‐
Eigelb Methoden. 
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Abbildung 24: Durchschnittliche  (mSEM) HOS positive Spermien von  je 6 Ejakulaten bei 7 
Isländer Hengsten 48 Stunden nach Verdünnung mit Equi‐ProTM, GENTTM, INRA 82‐Eigelb und 
INRA 96TM ohne () und mit () Zentrifugation. Balken mit unterschiedlichen Indizesabc sind 
signifikant (P<0.05) verschieden. 
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6 Diskussion 
Untersuchungen  zur Qualität und Konservierung  von  Samen bei  Isländer Hengsten  sind  in 
der Literatur nicht vorhanden. Anhand der vorliegenden Studie, die mit 7 Hengsten und je 6 
Ejakulaten  durchgeführt  wurde,  konnten  wir  erstmals  die  Qualität  von  Frisch‐  und 
Kühlsamen  beim  Isländer  dokumentieren.  Die  Ergebnisse  unserer  Untersuchungen  im 
Frischsamen  zeigen,  dass  der Hengst  auf  alle  untersuchten  Parameter  einen  signifikanten 
Einfluss  hatte. Grosse  individuelle Unterschiede  in  der  Samenqualität  kommen  aber  nicht 
nur beim Isländer vor, sondern konnten auch bei anderen Pferderassen, wie dem Freiberger 
(Janett  et  al.,  2003a)  und  dem Warmblut  (Janett  et  al.,  2003b)  gezeigt werden.  Bei  den 
Isländer  Hengsten  betrugen  die  Durchschnittswerte  für  das  Ejakulatvolumen,  die 
Spermiendichte, die Gesamtspermienzahl und die Spermienmotilität  jeweils 43.4 ml, 193.0 
Millionen/ml,  6.7 Milliarden  bzw.  73.5%. Die  schlechteste  Samenqualität wies  der mit  19 
Jahren älteste Hengst  (A) mit einer mittleren Gesamtspermienzahl von 3.8 Milliarden und 
einer  durchschnittlichen  Spermienmotilität  von  49.2%  auf.  Als Ursache  für  die  reduzierte 
Samenqualität  konnten  bei  diesem  Hengst  eine  Asymmetrie  sowie  eine  reduzierte 
Konsistenz der Hoden und damit Anzeichen einer Hodendegeneration diagnostiziert werden. 
Ein  Vergleich  der  Samenqualität  mit  anderen  Pferderassen  zeigt,  dass  die  einzelnen 
Samenqualitätsparameter beim  Isländer  ähnlich  sind.  In  einer  Studie  (Dowsett und Knott, 
1996) mit 168 Hengsten von 9 verschiedenen Rassen betrugen die Mittelwerte für Volumen, 
Dichte,  Gesamtspermienzahl  und  Spermienmotilität  33.7  ml,  164.1  Millionen/ml,  6.3 
Milliarden  sowie  76.4%.  Es  gilt  jedoch  zu  beachten,  dass  die  Ergebnisse  verschiedener 
Untersuchungen nur bedingt miteinander verglichen werden können, da bekannt  ist, dass 
neben Alter (Dowsett und Knott, 1996) und Rasse (Colenbrander et al., 1992; Dowsett und 
Knott,  1996)  auch  die  Saison  der  Samengewinnung  (Pikett  et  al.,  1976; Magistrini  et  al., 
1987;  Jasko et al., 1991b;  Janett et al., 2003a, 2003b) und die Dauer der sexuellen Karenz 
(Pickett et al., 1975b; Magistrini et al., 1987; Jasko et al., 1991b; Sieme et al., 2002; Janett et 
al., 2003a, 2003b) die Samenqualität beeinflussen können. 
Zur Überprüfung der Eignung der Isländer Hengste für die Kühlsamenproduktion wurden die 
Ejakulate  mit  vier  verschiedenen  Verdünnern  jeweils  mit  und  ohne  Entfernung  des 
Seminalplasmas  durch  Zentrifugation  verarbeitet  und  die  Samenqualität  nach  einer 
Lagerungszeit  von  0,  24  und  48  Std.  beurteilt.  Dabei  zeigte  sich,  dass  alle 
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Samenqualitätsparameter signifikant von der Lagerungszeit und dem Verdünner beeinflusst 
wurden  und  eine  signifikante  Interaktion  von  Verdünner  und  Zentrifugation  bei  allen 
Parametern ausser der  rapiden Motilität vorhanden war. Nach einer Lagerungszeit von 24 
Std. fiel die Motilität des mit INRA 82‐Eigelb, INRA 96TM und GENTTM verdünnten Samens um 
rund 10% ab, während mit Equi‐ProTM ein deutlich stärkerer Abfall von 20‐30% vorhanden 
war. Nach einer Lagerungszeit von 48 Std. waren die Unterschiede zwischen Equi‐ProTM und 
den  anderen  Verdünnern  noch  deutlicher  ausgeprägt,  wobei  bei  letzteren  nach 
Zentrifugation  bessere Motilitätswerte  vorhanden waren.  Auch  bei  der  Vitalität  und  dem 
Anteil an HOS‐positiven Spermien schnitt Equi‐ProTM generell schlechter ab als alle anderen 
Verdünner und die Zentrifugation hatte keinen oder nur einen leicht positiven Effekt auf die 
gemessenen Werte. Bei Equi‐ProTM handelte es sich gemäss Hersteller (Minitüb, Tiefenbach, 
Deutschland)  um  eine  Modifikation  des  bewährten  Kenney  Magermilch‐Glucose‐
Verdünners. Es  ist deshalb schwierig zu erklären, warum Equi‐ProTM beim  Isländer deutlich 
schlechtere Ergebnisse zeigte als die übrigen  in unserer Studie verwendeten Verdünner.  In 
der Zwischenzeit wurde die Zusammensetzung von Equi‐ProTM geändert und der Verdünner 
soll,  ähnlich  wie  INRA  96TM,  spezifisch  verarbeitete  Caseinate  enthalten.  Vergleichende 
Untersuchungen der neuen Rezeptur mit bewährten Hengstsamenverdünnern liegen jedoch 
noch nicht vor. 
Neben  der  Zusammensetzung  des  Verdünners  ist  auch  der  Anteil  an  Seminalplasma  ein 
wichtiger Faktor für die Qualität von Kühlsamen. Ein hoher wie auch ein geringer Gehalt an 
Seminalplasma beinträchtigen die Motilität von Kühlsamen und ein Anteil von 5‐20% wird 
für  die  Produktion  von  Kühlsamen  generell  empfohlen  (Jasko  et  al.,  1991c,  1992).  Die 
Ejakulate  der  Isländer  wurden  auf  30  Millionen  Spermien/ml  und  mindestens  in  einem 
Verhältnis  von  1:2  verdünnt.  Der  Anteil  an  Seminalplasma  im  nicht  zentrifugierten 
Kühlsamen betrug daher  je nach Dichte der Ejakulate  zwischen 6 und 50%. Die, vor allem 
nach einer Lagerungszeit von 48 Std., vorhandenen Unterschiede  in der Motilität zwischen 
zentrifugiertem  und  nicht  zentrifugiertem  Samen  lassen  sich  durch  den  zum  Teil  hohen 
Anteil an Seminalplasma erklären. Dabei hatte die Zentrifugation mit  INRA 82‐Eigelb,  INRA 
96TM  und  GENTTM  einen  positiven mit  Equi‐ProTM  jedoch  einen  negativen  Effekt  auf  die 
Motilität.  Über  unterschiedliche  Auswirkungen  der  Zentrifugation  in  Abhängigkeit  vom 
verwendeten Verdünner berichten auch früherer Studien (Padilla und Foote, 1991; Love et 
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al.,  2002)  die  mit  original  Kenney‐Verdünner  negative  und  mit  modifiziertem  (Tyrode‐
Medium) Kenney‐Verdünner positive Auswirkungen auf die Motilität  fanden. Dabei gilt  zu 
berücksichtigen,  dass  mit  der  Entfernung  des  Seminalplasmas  einerseits  schädliche 
Bestandteile verdünnt, anderseits aber auch das Gleichgewicht wichtiger Elektrolyte wie Na 
und K gestört wird. Dies  ist besonders problematisch bei Verdünnern die  vorwiegend aus 
natürlichen  Bestandteilen wie Magermilch  bestehen  und  eine  nicht  genau  bekannte  und 
kontrollierbare  Zusammensetzung  haben  (Padilla  und  Foote,  1991).  Ein  hoher  Anteil  an 
Seminalplasma kann neben der Beeinträchtigung der Motilität auch die DNA‐Integrität der 
Spermien  schädigen  (Love  et  al.,  2002).  Für  einen  optimalen  Schutz  der  Spermien  im 
Kühlsamen  wird  daher  empfohlen,  das  gesamte  Seminalplasma  durch  Zentrifugation  zu 
entfernen und  für die Resuspension einen geeigneten Verdünner mit chemisch definierter 
Zusammensetzung zu verwenden (Love et al., 2002). 
In  unseren  Untersuchungen  war  Eigelb  Bestandteil  der  Verdünner  INRA  82‐Eigelb  und 
GENTTM.  Beide  Verdünner  zeigten  ähnlich  gute  Konservierungseigenschaften,  wobei  die 
Qualität  des  Kühlsamens  nach  einer  Lagerungszeit  von  48  Std.  mit  Zentrifugation  leicht 
besser war als ohne Entfernung des Seminalplasmas. Ein positiver Effekt von Eigelb auf die 
Spermienmotilität von Kühlsamen wurde bereits in früheren Studien sowohl mit (Jasko et al., 
1991c; Bedford et al., 1995) wie auch ohne  (Rota et al., 2004) Zentrifugation des Samens 
nachgewiesen.  Die  Kombination  von  hohen  Eigelb‐  und  Seminalplasmakonzentrationen 
beeinträchtigt jedoch die Spermienmotilität und bei Verwendung von Verdünnern mit mehr 
als  2%  Eigelb  sollte  daher  das  Seminalplasma  vor  der  Konservierung  durch  Zentrifugation 
unbedingt entfernt werden (Bedford et al., 1995). Bei den von uns verwendeten Verdünnern 
war bei GENTTM der Eigelbgehalt nicht bekannt und bei INRA 82 betrug dieser 2%. Trotz des 
geringen Eigelbgehaltes von  INRA 82 war  jedoch die Samenqualität nach 48 Std. Lagerung 
mit besser als ohne Zentrifugation. 
INRA  96TM  war  in  unseren  Studie  das  einzige  Medium  mit  chemisch  genau  definierter 
Zusammensetzung. Dieser Verdünner enthält Hank‘s Salze, Glucose,  Lactose  sowie natives 
Phosphocaseinat  und  wurde  für  die  Lagerung  bei  15°C  unter  aeroben  Bedingungen 
entwickelt (Batellier et al., 1997, 1998). Bei der von uns vorgegebenen anaeroben Lagerung 
bei  5°C  erzielte  INRA  96TM  nach  48  Std. mit  Zentrifugation  im  Vergleich  zu  den  übrigen 
getesteten  Verdünnern  die  beste Motilität. Ohne  Zentrifugation waren  die Werte  jedoch 
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signifikant  tiefer  und  damit  eine  schädliche Wirkung  des  Seminalplasmas  bei  INRA  96TM 
eindeutig nachweisbar. Die Überlegenheit von INRA 96TM mit Zentrifugation für die Lagerung 
von Kühlsamen während 48 und 72 Std. konnte auch  im Vergleich zum Kenney Verdünner 
und  VMD‐ZTM  (V.M.D.,  Adrenok,  BE)  gezeigt  werden  (Webb  und  Humes,  2006).  Zudem 
fanden  Batellier  et  al.,  (2001)  eine  besser  Motilität  und  Fruchtbarkeit  pro  Zyklus  nach 
Lagerung des Kühlsamens während 24 Std. mit INRA 96TM als mit dem Magermilchverdünner 
E‐Z MixinTM. Als Grund  für die guten Ergebnisse mit  INRA 96TM werden die antioxidativen 
Eigenschaften  vom  nativen  Phosphocaseinat  und  dem  damit  verbunden  Schutz  der 
Spermienmembranen angenommen (Batellier et al., 2001; Pillet et al., 2008). 
 
Zusammenfassend  kann  festgehalten  werden,  dass  die  Qualität  des  Frischsamens  beim 
Isländer  vergleichbar  ist  mit  derjenigen  anderer  Pferderassen  und  somit  eine 
Kühlsamenkonservierung grundsätzlich möglich ist. Von den untersuchten Verdünnern INRA 
82‐Eigelb,  INRA 96TM, GENTTM und Equi‐ProTM eigneten sich alle ausser Equi‐ProTM sehr gut 
für  die  Kühlsamenproduktion.  Für  eine  Lagerung  während  mehr  als  24  Std.  war  die 
Zentrifugation mit Entfernung des Seminalplasmas von Vorteil. 
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